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論文内容要旨
 ヒトリンパ球をinvitroでEpstein-Barrウイルス(EBウイルス)に感染させると,リ
 ンパ球はトランスフォームし,'継代培養可能なリンパ芽球様細胞株を容易に樹立することができ
 る。これらの細胞株はB細胞由来であり,無限に増殖を続けるとともにイムノグロブリンを産生
 し分泌している。ところでB細胞は多くのクローンよりなるheterogeneousな集団であり,各
 クローンはそれぞれ特有の特異抗体分子を産生するように分化している。そこでこれらの細胞が
 EBウイルスによりトランスフォームすると,各クローンは増殖するとともにそれぞれ特有の特
 異抗体分子を産生して来ると考えられる。故にEBウイ'レスにより樹立された細胞株を調べるこ
 とにより,様々の抗原に対するヒトの特異抗体産生細胞を検出し・その頻度や性質を検討するこ
 とができると考えられる。また特定の抗原に対する特異抗体産生細胞のみを分離し増植させるこ
 とができれば,任意の特異抗体産生細胞株を樹立することも可能であろうと考えられる。
 我々はこのような観点からEBウイルスにより細胞株を樹立し・そのような細胞株中に羊赤血
 球(SRBG)やジフテリアトキシンに対する特異抗体産生細胞を検出した。しかしこれらの細胞
 の細胞株中に占める比率は104から103に1個程度であり,これらの細胞株では通常の軟寒天内
 におけるコロニー形成率が極めて低いことも加わって,特異抗体産生細胞のクローン株を分離す
 ることはできなかった。また抗原が複雑な抗原であっただめ・特異抗体産生細胞をクローンのレ
 ベルで検討することも難しかった。そこで解析力の勝れたハプテニ抗原であるフォスフォリルコ
 リン(PG)を用い,抗原に関してこの方法の普遍性を更に検討するとともに,特異抗体産生細
 胞をクローンのレベルで検討し,更に特異抗体産生細胞を高率に含む細胞株の樹立を試みた。
 パラジアゾニウムフェニールフォスフォリルコリンはGhesebnoらの原法に従って合成し.
 れをヒト0型赤血球(OHRBG)に結合させたPG-OHRBGを指示赤血球として,培養上清中
 の抗PG抗体活性は受身赤血球凝集反応(PHA)により検出し,また抗PG抗体産生細胞は溶血
 斑形成細胞(PFG)として検出した。
 手術摘出されたヒト扁桃よりリンパ球を分離し,2×1伊/諺の細胞濃度でB95-g由来のEB
 ウイルスを感染させ,1磁の容量のほかにマイクロテストプレートを用いて0・1磁と0・01π6の容
 量に分注して培養し,細胞株を樹立した。これは同じ細胞濃度で培養容量だけを可及的に小さく
 することにより,'培養当りのトランスフォームして来る細胞の比率は変らないが,その絶体数は
 小さくなるため,トランスフォームして来た個々の細胞の特異抗体活性は相対的に高くなり,限
 られた感度の検出方法を用いても確実に検出されるようになると考えたためである。そして事実,
 細胞がトランスフォームして十分に増殖した時点で培養上清を採取し,PHAを用いて抗PC抗体
 り
き
生
各
が
特
こ
こ
こ
 で
産
,
胞
の
る
る
る
 ,
;
■
1
1
日
一
ヨ
ミ
ト
」
ま
一
羊赤血
 D細胞
寒天内
 分離す
 ンのレ
リルコ
童生細
 た。
 し,
 .ヒ清中
 1は溶血
 ∈のEB
 l認の容
 二小さく
 竺体数は
 ;り,限
 ノて事実,
 1PO抗体
 活性についてスクリーニングを行ったところ,0.1認と0、01認の培養ではその検出頻度は23.9%
 に対し2.2%と出発培養細胞数の関係に比例していた。一方1認の培養では8,0%とかえって低か
 った。まだ0.01耐の培養では抗PC抗体活性はその検出頻度からPoisson分布を用いて算定し
 て十分な確率を持ってmonoclonalなものと見なし得る。そこで0.01認の培養を用いて抗PG
 抗体活性の出現頻度の個人差を更に検討してみた。5人の児童より扁桃を得て上述と同様にして
 細胞株を樹立し,その培養上清を採取して抗PO抗体活性についてスクリーニングを行った。ま
 た同じ培養を用いて抗SRBG抗体活性の検出も行った。抗PC抗体活性の検出頻度は平均1.5%
 であったが・個人差が大きく・まったく検出されない人から3,9%の頻度で験曲芯樹た瓜まであ
 った。一方抗SRBC抗体活性の検出頻度は平均8.2%であり,その個人差も比較的小さかった。
 このような抗PG抗体活性や抗SRBG抗体活性の検出頻度の個人差は各人の保有する特異抗体産
 生細胞の頻度の違いを反映しているものと考えられるが,また各人のリンパ球のEBウイルスに
 よるトランスフォーメーション効率にも関係するので・更に検討を要すると考えられる。
 次に。.01認の培養から始めて抗PO抗体活性陽性の細胞株を選択的に増殖させることにより,
 monoclonalな抗PG抗体産生細胞を高率に含む細胞株の樹立を試みた。総数1020に及ぶ培養
 を行い,按PO抗体活性についてスクサーニングを繰り返しながら培養容量を増加して行き,1
 認の培養まで来た時点で依然高い抗体価を示す9株を得た。そこでこの9株について抗PO抗体
 産生細胞をPFGアッセイにより検出したところ.1%以上の細胞がPFOを形成する細胞株が6
 株もみられ,特にそのうちの2株では10%以上の細胞がPFGを形成していた。またこの9株で
 行ったPHA及びPFOの遊離PGによる抑制試験の結果,同じ細胞株で得られたPHA及びPFC
 の抑制に必要な最少PG濃度は良く一致していた。一方異なる細胞株の間では得られた最小PG
 濃度が10倍から更に100倍と大きく異なるものも見られ,抗原親和性の異なる抗PO抗体産生
 細胞がトランスフォームして来たものと考えられる。そこで10%以上の細胞がPFOを形成して
 いた2つの細胞株で経時的にPFσアッセイを行い,抗PC抗体産生細胞の経時的変化を追ったと
 ころ,両細胞株とも培養2から3ケ月の時点で直線的に減少し始め,やがて細胞株中から失なわ
 れて行った。今後の問題として,このような特異抗体産生細胞を高率に含む細胞株から特異抗体
 産生細胞を効率良くクローニングする方法を開発し,特異抗体産生細胞のクローン株を樹立する
 ことが重要であると考えられる。
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 審査結果の要旨
 通常の抗体産生の場にあっては,特定の抗原に対する特異抗体を産生する細胞は,反応系中の
 極めて小数の細胞であり,またその反応は一過性である。抗体および抗体産生の生化学的,遺伝
 学的研究を行うにあたって,任意の抗体を産生する細胞をinvitroで継代培養化することは非
 常に有用であるが,これ迄には,Milsteinらの細胞融合を用いる最近の仕事があるのみである。
 著者らは,ヒトリンパ球をEBウィルスでトランスフォームさせることにより,種々の抗体産生
 細胞を含む細胞株を樹立する系を開発して来た・
 この研究は抗原として単純ハプテンであるフォスフォリールコリン(PC)を用い,抗PC抗
 体産生細胞株を樹立し,その解析を行ったもあである。
 著者はEBウイルス感染リンパ球を微量培養して,小数のクローンからなる多数の細胞株を樹
 立し,これらの細胞株をスクリーニングすることにより,トランスフォームして来た一個の抗P
 C抗体産生細胞を感度よく検出出来る乙と,抗PC抗体産生細胞を高率に含む細胞株を容易に樹
 立出来ることを見出した。'またこの方法により,抗PC抗体陽性細胞株が母集団の細胞数に比例
 して得られることを示し,出現頻度を再現性よく正確に算定した。得られた抗PC抗体産生細胞
 株の産生する抗PC抗体は,その出現頻度から単クローン性と考えられるが,実際にハプテンに
 よる阻害実験を行い,これを裏付けている。これらの結果から,任意の抗体を産生する細胞株を
 容易に樹立する一般的方法を確立したといえる。
 以上,この研究は極めてユニークであり,抗体産生クローン細胞の解析に新しい方法を導入し
 たものであり,かつ医学的応用価値も期待される。実験の組立ても綿密であり優れて学位授与に
 値するものと認める。
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